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ビナント蛋白質を精製することにより， RecA 蛋白質との生化学的活性の比較検討をおこなった。次に， ツメガエル
の卵細胞抽出液を用いて相同的組み換えが完結する試験管内システムを構築し， XRad51蛋白質や DNA ポリメラー
ゼの関与など，詳細な解析をおこなった口
【方法ならびに成績】
ツメガエル卵巣 cDNA ライブラリーより 2 種類の RAD51ホモローグ (XRAD51.1， XRAD51.2) を単離した。 2
つの XRAD51はヒト，マウスの RAD51とも高い相同性を示し，卵巣，精巣を含めて広範囲に発現が観察された。両
者を T7promoter を用いて大腸菌で大量発現させ，種々のクロマトグラフィーによって精製した。その結果，精製
した XRad51蛋白質は試験管内の組み換えの中心的反応である Strand Exchange 活性 (ssDNA と dsDNA の交換活
性)をもっていることが明らかになった。そして，小角中性子散乱法 (SANS) を用いて，水液中での XRad51蛋白
質の構造および DNA との複合体の構造を解析した結果， XRad51蛋白質は ATP と DNA 存在下で直径， ピッチとも
RecA 蛋白質と非常に良く似たヌクレオフィラメント構造をとっていることが分かった。さらに，様々なヌクレオチ
ドコファクターの存在下で XRad51蛋白質の構造， DNA 結合能， DNA との解離速度，組み換え能を調べた結果，
AUτ 
XRad51蛋白質は ATP または dATP 存在下で， DNA と非常に組織化されたヌクレオフィラメント複合体を安定に
形成し， RecA 蛋白質と同様，この DNA との複合体形成が組み換え反応の促進に重要な働きをしていることが示唆
された。
ツメ力。エルの卵細胞には初期脹発生に備えて， DNA 代謝に必要な蛋白質が蓄えられており， DNA 複製，修復の
活性も極めて高い。従って相同的組み換えに必要な蛋白質も豊富に存在することが予想された。このため，卵細胞抽
出液を用いて相同的組み換え反応の全過程が再現できる無細胞系の樹立をおこない，包括的な解析を試みた。組み換
え反応の基質 DNA としては， Recipient DNA として A ファージの DNA， Donor DNA としてえファージの中央部
分と相同な配列を持つプラスミド DNA を用いたロこれらの基質 DNA を分画した卵細胞粗抽出液に加えて反応をお
こなうと，これら 2 種類の基質 DNA 分子間で相同的組換えが起こり ， ÀDNA の中央部分にプラスミドの DNA 配
列が約 5 -15% という極めて高い頻度で挿入された。さらに反応産物の構造を解析することにより， プラスミドの
DNA 配列が相同的組み換えにより挿入されたことが示された。この反応系に特異的阻害剤や抗体を加え， その効果
を検討した結果，反応には 2 価イオンと ATP が必要であり，組み換え効率は相同領域の長さに比例すること， また
その反応には DNA 合成が必須であることが明らかになった。さらに，抗体を用いた解析の結果， この組み換えは
XRad51に依存していない反応であることが示唆された。
【総括】
1 ，ツメガエル Rad51遺伝子の同定，構造解析をおこない，さらに， レコンビナントの XRad51蛋白質を精製し，そ
の生化学解析をおこなった。 XRad51についてそのヌクレオフィラメント構造， DNA 組み換え活性や DNA 結合能力，
さらに ATP 加水分解活性について物理化学的な領域にまで解析を進め， RecA 蛋白質と XRad51蛋白質の生化学的
相違を明らかにした。
2 , ツメカーェル卵細胞抽出液を材料として，効率のよい相同的組換えの無細胞システムを構築した。このシステムは
約 5 -15% という極めて高い頻度で組み換え体が生じ，この値は今までに報告されてきた相同的組み換えの無細胞シ
ステムに比べて100-1000倍も高く，出芽酵母における減数分裂期遺伝的組み換えのホットスポ y 卜の頻度に匹敵す
る。また， この系における Rad51非依存性は，酵母で示唆された XRad51 に依存しない系が高等真核生物にも存在し
うることを示唆していると考えられる。
論文審査の結果の要旨




ムを解析したものである o まず，相同的組み換え反応で中心的な役割を担う大腸菌 recA 遺伝子や出芽酵母 RAD51
遺伝子と高い相向性を持つツメ力。エル XRAD51遺伝子の単離と解析を行なった。次に， XRAD51 レコンビナント蛋




本研究においても XRad51蛋白質や DNA ポリメラーゼの関与などについて，詳細な解析を行っている。
以上，本研究は高等真核生物の相同的 DNA 組み換え機構の研究に対し，新しい道を切り開くものであり，学位の
授与に値すると考えれる。
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